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論　　文　　の　　要　　旨
　陸生植物の細胞壁を構成する多糖類中，キシラン（β一1．4一キシラン）は普遍的に且つセルロー
スに次いで多量に存在しておりうキシラン分解酵素に関する研究もβ一！．4一キシランに関するもの
が大勢を占めている。一方海生植物に於て、緑藻のBηo畑∫，Cα〃θ物，肋伽θゐ属にはβ一五．3一キ
シランが含まれヨまた紅藻の肋oめ舳励肋伽肋にはβ一1．4一ラβ一1．3一結合をもつキシラン（ロ
ジメナン）が存在しているが、これまで海藻キシランの構造及びその分解酵素に関する知見は非常
に乏しかった。
　本研究の目的は自然界からEndo型β一1．3一キシラナーゼ生産菌の分離，その生産するβ一1．3一キ
シラナーゼの研究及びその酵素を用いての多糖瓶構造解析、バイオマス利用への応用を行う事にあ
る。本論文はβ一1．3一キシランを分解する微生物を検索し，一糸状菌をえ，これをム加破肋∫左舳㈱
と同定しうこの菌の生産する酵素が肋dO型のキシラナーゼである事を明らかにしたものである。更
に酵素を単一成分にまで純化しヨその性質を詳細に研究して特徴を明らかにし、この酵素の特性を
応用してロジメナンの構造解析を行？たものである。
　第一章では酵素反応基質の調製について述べられている。βηo畑∫舳妨舳，Cα〃〃μ功．の乾
燥藻体（100g）からβ一1．3一キシランをアルカリ抽出ヨ精製しヨそれぞれ5g，10gの精製晶をえ
た。これら精製品の構成糖はキシロースのみで他の糖を含まずラメチル化分析及び13C－NMR分析
の結果β一1．3一結合よりなる事が確認された。次にダルス（肋oめ舳肋切肋α肋，60g）から水溶性
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キシランを抽出しラ精製晶15gをえた。この構成糖もキシロースのみで害メチル化分析の結果等よ
りヨ得られた精製ロジメナンはβ一1．4一，β一1．3一キシロシド結合を持つ事が確認された。
　第二章ではβ一．3キシラナーゼ生産菌の検索，分離同定及び酵素生産条件が述べられている。海
藻粉末（工θ∫∫o励雌〃伽∫）を炭素源とする集積培養ラ液体培養による一次スクリーニング法によ
り，海藻ラ海湾近くの土壌ラ海砂等より分離を試みた。その結果幾つかの糸状菌が得られたがラ最
終的にはβ一1．3一キシラン分解酵素を生産する一糸状菌A－07株を選出した。本菌は形態的観察か
らλ功θ妙〃㈱云舳㈱に属するものと同定された。また本菌の酵素生産条件を検討し，条件を設定し
た。
　第三章ではA－07株の生産する酵素がβ一．3一キシランをendo－wiseに分解する酵素を含む事を
確認した結果が述べられている。この粗酵素は反応の初期からキシロビオースヨトリオースを生成
し，キシロースは後に検出される。本章ではまたβ一1．3一キシロ才リゴ糖の調製法が述べられてい
る。β一1．3一キシラン（20g）を2％硫酸。10ぴC守15分の加水分解で得られる糖液を炭示カラムク
ロマトグラフィーで分画した。各エタノール溶出分画を集め濃縮結晶化し、オリゴ糖各々約1gをえ
た。構成糖分析ラ平均重合度の測定ラメチル化分析等よりヨ純度、構造が決定されラそれぞれβ一1．
3一キシロビオースヨ同トリオース，同テトラオースである事が確認された。
　第四章では該菌のβ一1．3一キシラナーゼの精製について述べられている。培養炉液を硫安分画沈
澱言SP－Sephadex　C－25クロマトグラフィーラBioge互P－100カラムによるゲノレ炉過ラ等電点電
気泳動法により害6糖の酵素分画（EF一互～6）が得られた。各分画はポリアクリルアミドディス
ク電気泳動で均一である事が示された。
　第五章では前章の如く精製された精製β一亙．3一キシラナーゼの諸性質について述べられている。
6種の酵素の性質は下表のようにまとめられヨ総体的に性質は類似しているがヨ分子量や等電点な
どに明かな相違も見られた。
EF－1　EF－2　EF－3　EF－4　EF－5　EF－6
分子量11．cc020，000五4．500！4，500u．00013，500
等電点3174．66．26．94．47．1
反応の至適pH　　5．0　　6．5　　5．0　　4．0　　4．5　　4．5
反応の至適温度　　55℃　　45℃　　50℃　　40℃　　4ぴC　　50．C
pH安定性3－63－63－63－63－63－6
熱安定性6ぴCまで6ぴCまで60℃まで6ぴCまで5ぴCまで50℃まで
　いずれの酵素活性もH。十，M、十十N一ブロモサクシンイミドにより強く阻害されるが昏その他の金
属イオン、EDTA，SH試薬，SDS等によっては何れの酵素活性も影響されず、これらの点は共通し
ていた。
　これら6種の酵素は何れもβ一1．3一キシランとロジメナンに活性を示したが，β｛。逸一キシラ
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ンヨβ一1．3一グルカン，セルロース等には全く作用せずヨその他のグリカナーゼラグリコシダーゼ
の基質にも作用しなかった。また何れの酵素もβ一1．3一キシロビオース（X。），同トリオース（X。）に
作用しなかったが，β一1．3一キシロテトラオース（X。）に対してはEF1．4及び5のみが作用し，EF－
1はX。とisomericxy1ote倣aore（isoX。）ラEF－4はX。と少量のモシロース（X。）ヨEF－5はX。とisoX。
を生成しヨオリゴ糖加水分解パターンが異る事が示されている。
　β一1．3一キシランの分解パターンから2群に大別される。I群にはEF－1．2及び5が属しラ分解
産物としてX王，X。，X。、X。，X。及び構造末確認のキシロビオースを生成する。II群はEF－3．4及
び5が属し、X、ラX。ヨX。ラX。守X。及び一種類のiso㎜eric　xy1otrioseを生成する。これらの結果か
ら6種の酵素はいずれもendo型のβ一．3一キシラナーゼである事が確認された。
　第六章では精製β一！．3一キシラナーゼ（EF－6）によるロジメナンの加水分解について述べられて
いる。ロジメナンをEF－6で分解すると各種のオリゴ糖（X。》X。≒X。＞X。）を生成する事がぺ一
パークロマトグラフィー（PPC）で確認された。これらのオリゴ糖は舳肋舳o加αのβ一1．4一キシロシ
ダーゼの作用ですべてキシロースになる事からヨ生成したオリゴ糖はβ一1．4一キシロオリゴ糖であ
ると結論した。加水分解で生成したオリゴ糖の大部分はトリオースでありヨテトラオース、ペンタ
オースは少量でラキシロビオースは更に少量であった。以上の結果からロジメナンはβ一五．4一キシ
ロトリオース単位が大部分を占めβ一1．4一テトラオース及びペンタオース単位は少なく，更にビオー
ス単位は非常に少ない事が示唆されラまたβ一1．3一キシラナーゼはロジメナン中のβ一1．3一結合の
みを特異的に切断する事が確認された。一方ロジメナンを放線菌のβ一114一キシラナーゼで分解す
るとキシロースと数種のオリゴを生成する事がPPCで確認された。この糖液に舳Zろ湖〃6加αのβ一1．
4一キシロシダーゼを作用させると大部分のオリゴ糖は消減し，キシロースとSiomeriC　Xy1otriOSeの
みとなった。このiSOmeriC　Xy1OtriOSeを分離ヨ精製してヨ酵素による分解性ヲ構成糖ヨメチル化分
析，融点ヨ施光度等の検討を行った結果ヨその構造は3－O一β一D－Xy1opy蝸nosyl一一4－0一β一D－
Xy1opyranosy1－D－Xy1oseである事が確認された。これらの結果から放線菌のβ一1．4一キシラナー
ゼはβ一1．4結合に特異的で、β一1．3一結合には全く作用しない事、ロジメナン中のβ一1．3結合の
非還元基側のβ1－4結合を切断するがヨ還元基側の結合は切断しない（しがたい）事が明らかにさ
れ、またβ一、3キシラナーゼの加水分解の結果から推論されたロジメナンの構造を支持する結果を
与えた。
　以上の如く，λ功θ伽肋∫チ鮒㈱一A－07のβ1．3一キシラナーゼ（EF－1）の作用様式及びβ1．3一
特異性はより一層確実なものとなり里ロジメナンの構造についても一段と詳細な構造が提示された。
審　　査　　の　　要　　旨
　これ迄β一1．3一キシラン分解酵素についての研究は少なく，単にその活性を認めた程度の不十分
な研究が大部分であった。酵素を精製し検討したものとしてはC肋θ玄o〃舳g肋o∫舳の酵素がある
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のみで，これはexo型β一1．3キシラナーゼであった。これ迄endo型のβ一1．3キシラナーゼについて
の報告はなくヨその存在を実証しヨ詳細に酵素化学的検討を加えたものは本論文が始めてである。
本研究に便用された基質はすべて市販されておらず，海藻の採取から始まり，各種キシラン及びキ
シロオリゴ糖の調製などかなりの時間と労カが費されている。これらのキシランヨキシロオリゴ糖
の純度ラ構造の確認など確実に行われておりヨ結果の信頼度を高めている。
　一方菌の分離源を海藻、海湾の物件にもとめヨ乾燥藻体を炭素源とした集積培養など，菌の分離
にも工夫が見られる。分離菌はゆθ昭肋∫云鮒㈱と同定されたがλ．広舳㈱の他の菌株にもβ一1．3
キシラナーゼ活性が認められヨ本菌の同定に誤りのない事が裏付けられている。
　該菌から6種の酵素が生産されているがヨこのような事実は他の微生物の多くの酵素の生産に於
ても認められている。この6種の酵素は互に類似している部分が多いがヨ必しも同じではなく明ら
かに区別する事ができる。キシラン分解のパターンから6種の酵素が2群に分けられる事を示して
いるがヨ免疫学手法を用いて蛋白質の異同を判断する事が可能であり今後検討の余地がある。
　酵素の応用としてロジメナンの構造解析を行っているが，この結果ロジメナンの構造は一層明確
化され，また本菌のβ1．3一キシラナーゼの特異性も実証された事になり重要な結論を与えている。
このように基質特異性の明確な酵素は糖の構造決定に非常に有効な手段となる。
　将来この酵素を用いキシラン含有藻類のバイオマスとしての利用も可能であると期待される。
　よって、著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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